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10 VECTEURS VIRAUX ET LIGNEE POUR lA THERAPIE GENIQUE 

La presente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux permettant le transfert 
et I'expression de genes d'interet dans une cellule ou un organisme hote, 

1 5 I'expression des genes viraux etant regulee de maniere a etre fonctionnelle dans une 
cellule de complementation et non-fonctionnelle dans la cellule ou I'organisme hote. 
Elle a egalement pour objet les cellules contenant ces nouveaux vecteurs ainsi 
qu'une methode pour preparer des particules virales infectieuses destinees a un 
usage therapeutique. L'invention presente un interet tout particulier pour des 

20 perspectives de therapie genique, notamment chez Thomme. 

La possibilite de traiter les maladies humaines par therapie genique est passee en 
quelques annees du stade des considerations theoriques a celui des applications 
cliniques. Le premier protocole applique a Thomme a ete initie aux Etats Unis en 

25 septembre 1990 sur un patient genetiquement immunodeficient en raison d'une 
mutation affectant le gene codant pour I'Adenine Desaminase (ADA). Le succes 
relatif de cette premiere experimentation a encourage le developpement de 
nouveaux protocoles de therapie genique pour diverses maladies genetiques ou 
acquises (maladies infectieuses et notamment virales comme le SIDA ou cancers). 

30 La grande majorite des protocoles decrits jusqu'a present met en oeuvre des 
vecteurs viraux pour transferer et exprimer le gene therapeutique dans les cellules 
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a trailer. 

A ce jour, les vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises du fait de la simplicite 
de leur genome. Cependant, outre leur capacite restreinte de clonage, lis presentent 
5 deux inconvenients majeurs qui limitent leur utilisation systematique : d'une part, 
ils infectent majoritairement les cellules en division et d'autre part, du fait de leur 
integration au hasard dans le genome de la cellule bote, le risque de mutagenese 
insertionnelle n'est pas negligeable. C'est pourquoi, de nombreuses equipes 
scientifiques se sont attachees a developper d'autres types de vecteurs, parmi 
1 0 lesquels on peut citer ceux issus des adenovirus, virus associes aux adenovirus 
(AAV), cytomegalovirus, poxvirus et virus de I'herpes. D'une maniere generale, 
leur organisation et leur cycle d'infection sont largement decrits dans la litterature 
accessible a Thomme de Tart. 

15 A cet egard, I'emploi des vecteurs adenoviraux est apparu comme une alternative 
prometteuse. Les adenovirus ont ete mis en evidence dans de nombreuses especes 
animales, ont un large spectre d'hotes, sont peu pathogenes et ne presentent pas les 
- - inconvenients lies aux-retrovirus puisqu'ils sont non-integratifs et-^^^ - 
egalement dans les cellules quiescentes. A titre indicatif, leur genome est constitue 

20 d'une molecule d'ADN lineaire et bicatenaire d'environ 36 kb portant plus d'une 
trentaine de genes, a la fois des genes precoces necessaires a la replication virale 
et des genes tardifs de structure (voir Figure 1). 

Les genes precoces sont repartis en 4 regions dispersees dans le genome adenoviral 
25 (El a E4 ; E pour early signifiant precoce en anglais). Elles comportent 6 unites 
transcriptionnelles qui possedent leurs propres promoteurs. Les genes tardifs (LI 
a L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) recouvrent en partie les unites de 
transcription precoces et sont, pour la plupart, transcrits a partir du promoteur 
majeur tardif MLP (pour Major Late Promoter en anglais). 

30 



A I'heure actuelle, tous les vecteurs adenoviraux utilises dans les protocoles de 
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therapie genique sont depourvus de la majeure partie de la region E 1 essentielle a 
la replication, afin d'eviter ieur dissemination dans Tenvironnement et Torganisnie 
bote. Certains comportent des deletions supplementaires, notamment dans la region 
E3 non essentielle, permettant d'accroitre Ieur capacile de clonage. Les genes 

5 d'interet sont introduits dans I'ADN viral a la place de Tune ou I'autre region 
deletee. La deletion de la region El rend le genome viral deficient pour la 
replication. Cependant, les virus El" peuvent etre propages dans une lignee 
cellulaire de complementation, qui fournit en Irans les fonctions virales deletees 
pour generer une particule virale infectieuse. On utilise couramment la lignee 293, 

0 etablie a partir de cellules de rein embryonnaire humain, qui complemente 
efFicacement la fonction El (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72). La 
region E3 est non essentielle et ne necessite pas d'etre complementee. 

Si la faisabilite du transfert de genes en utilisant ces vecteurs de premiere 
5 generation est maintenant bien etablie, la question de Ieur innocuite reste posee. 
Outre les aspects de securite (risque de generer des RCA c'est a dire des particules 
competentes pour la replication), se pose le probleme de Ieur toxicite. En efFet, les 
premiers essais cliniques ont mis en evidence I'induction de feponses inflammatoires 
liees a I'expression des genes viraux chez I'hote. 

0 

Des verteurs adenoviraux de seconde generation ont receniment ete proposes dans 
la litterature. lis conservent les regions en cis necessaires a la replication du virus 
dans la cellule infectee (ITRs et sequences d'encapsidation) et comportent des 
deletions internes importantes visant a supprimer Fessentiel des genes viraux dont 

5 Fexpression in vivo n'est pas souhaitable. Cependant, ces vecteurs de Tart anterieur 
presentent certains inconvenients qui limitent Ieur exploitation a un niveau 
industriel. II est, en effet, necessaire de disposer de nouvelles lignees 
complementant I'ensemble des fonctions deletees et permettant la production de 
particules virales a un titre eleve. Or une telle lignee pour etre optimale en terme 

0 de capacite de croissance et rendement en particules virales est particulierement 
difficile a generer du fait de la cytotoxicite des genes adenoviraux. 
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La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. On a maintenant 
constaiit, d'une part, une nouvelle lignee derivee de la lignee 293 complementant 
les fonctions adenovirales El et E2 ou E4, pour I'amplification de vecteurs 
adenoviraux conventionnels de seconde generation, dans laquelie I'expression des 
5 regions E2 ou E4 est dirigee par un promoteur muni en son extremite 5' de 
sequences dites "operateurs" de I'operon bacterien tetracycline designees ci-apres 
tet 0. La synthese des produits d'expression correspondants ne sera activee qu'en 
presence d*un inducteur qui peut etre produit par le vecteur adenoviral ou par la 
lignee elie-meme. De meme, un represseur peut etre ajoute dans le milieu de 
10 culture lorsque la complementation n'est plus desiree. 

D'autre part, on a maintenant genere de nouveaux vecteurs adenoviraux deletes de 
la majorite des regions El et E3, dans lesquels les unites transcriptionnelles des 
regions virales restantes (E2, E4 et/ou L1-L5) sont regulables afin de permettre 

15 leur expression lorsqu'il s'agit de generer les particules virales infectieuses et de 
rinhiber dans la cellule hote. Dans les exemples qui suivent, la regulation est 
assuree par les sequences tet 0. Leur insertion en 5' de la TATA box genere un 
promoteur a partir duquel le niveau de transcription basal est minime mais peut etre 
fortement stimule en presence de I'inducteur cite ci-dessus. Ainsi, la production des 

20 proteines virales est activee dans une lignee 293 exprimant I'inducteur, ce qui 
permettra de constituer les particules virales infectieuses. Par contre, elle est 
considerablement reduite dans la cellule hote infectee qui ne produit pas 
naturellement I'inducteur d'origine bacterienne. La regulation des genes viraux est 
sans consequence sur I'expression de la sequence nucleotidique exogene placee 

25 sous la dependance d'un promoteur ne repondant pas a la tetracycline. 

Les vecteurs adenoviraux de la presente invention proposent une solution 
avantageuse aux inconvenients inherents a I'utilisation des vecteurs de Tart 
anterieur, puisqu'ils combinent securite d'emploi et facilite de production. D'une 
30 part, ils peuvent etre propages dans une lignee de complementation conventionnelle 
avec un titre eleve compatible avec les besoins industriels et, d'autre part, ils 
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permettent de transferer une sequence nucleotidique exogene /// vivo, de Texprimer 
de maniere stable tout en limitant les effets nocifs (reponses inflamniatoires chez 
riiote). lis sont tout particulierement adaptes a la therapie genique humaine. 

5 Cest pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur viral, caracterise en 
ce qu'il comprend une unite d'expression comportant un ou plusieurs genes viraux 
; ladite unite d'expression etant fonctionnelle dans une cellule de complementation 
et non fonctionnelle dans une cellule hote. 



10 Au sens de la presente invention, un "vecteur viral" est obtenu a partir d'un virus 
parental dont le genome a ete modifie. Ces modifications peuvent etre diverses 
(deletion, mutation et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotides) et localisees dans 
les regions codantes du genome viral ou en dehors de celles-ci, par exemple dans 
les regions promotrices. A titre indicatif, certaines sequences virales peuvent etre 

15 deletees, rendues non fonctionnelles ou substitutes par d'autres sequences et, 
notamment, une sequence nucleotidique exogene dont I'expression est recherchee 
dans une cellule hote. 

Un vecteur viral selon I'invention, peut deriver de virus tres divers, comme les virus 
20 de I'herpes, cytomegalovirus, AAV (virus associe a I'adenovirus), poxvirus et 
notamment virus de la vaccine, fowlpox ou canarypox. De tels vecteurs ainsi que 
leurs techniques de preparation sont connus de Thomme de Tart. 

Cependant, un vecteur particulierement adapte a la presente invention est un 
25 vecteur adenoviral. II peut deriver d'un adenovirus d'origine humaine, canine, 
aviaire, bovine, murine, ovine, porcine ou simienne ou encore d'un hybride 
comprenant des fragments de genome adenoviral de differentes origines. On peut 
citer plus particulierement les adenovirus CAV-l ou CAV-2 d'origine canine, DAV 
d'origine aviaire ou encore Bad de type 3 d'origine bovine (Zakharchuk et at., 
30 1993, Arch. Virol, 128, 17M76 ; Spibey et Cavanagh, 1989, J. Gen. Virol., 70, 
165-172 ; Jouvenne et al., 1987, Gene, 60, 21-28 ; Mittal et al., 1995, J. Gen. 
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Virol., 76, 93-102). Cependant, on preferera un vecteur adenoviral derive d*un 
adenovirus humain, de preference, de serotype C et, de maniere tout a fait preferee, 
de type 2 ou 5 (Graham et Prevect, 1991, Methods in Molecular Biology, vol 7, 
p 109-128 ; Ed : E.J. Murey, The Human Press Inc.). 

5 

Un mode de realisation avantageux de la presente invention consiste en un vecteur 
defectif pour la replication dans lequel un ou plusieurs genes viraux necessaires a 
la replication sont deletes ou rendus non fonctionnefs. Un tel vecteur, incapable de 
replication autonome, sera propage dans une cellule de complementation. Le terme 

1 0 "cellule de complementation" designe une cellule capable de fournir en trans la ou 
les fonction(s) pour la(les)quelle(s) un vecteur selon I'invention est defectif En 
d'autres termes, elle est capable de produire la ou les proteine(s) necessaires a la 
replication et a I'encapsidation dudit vecteur, proteines precoces et/ou tardives, 
qu'il ne peut lui meme produire et qui sont necessaires a la constitution d'une 

1 5 particule virale infectieuse. A titre illustratif, un vecteur adenoviral prefere selon 
rinvention etant depourvu de la majorite de la region EI, on aura recours a une 
cellule de complementation telle que la lignee 293 capable de fournir en trans 
I'ensemble des proteines codees par la region E I que le vecreur ne peut produire: 
Par "particule virale infectieuse", on entend une particule virale ayant la capacite 
20 d'infecter une cellule bote et d'y faire penetrer le genome viral. 

Selon un mode de mise en oeuvre preferentiel, un vecteur viral selon i'invention est 
recombinant. Ainsi, il comprendra une sequence nucleotidique exogene placee sous 
le controle des elements necessaires a son expression dans une cellule bote. 

25 "Sequence nucleotidique exogene" fait reference a un acide nucleique qui peut etre 
d'une origine quelconque et qui n'est normalement pas present dans le genome d'un 
virus parental en usage dans la presente invention ou, s'il est present, dans un 
contexte genomique different. Dans le cadre de I'invention, la sequence 
nucleotidique exogene peut-etre constituee d'un ou plusieurs genes et, en 

30 particulier, de gene(s) d'interet therapeutique. 
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D'une maniere generale, la sequence nucleotidique exogene peut coder pour un 
ARN anti-sens et/ou un ARNm qui sera ensuite traduit en proteine d'interet. Elle 
peut etre de type genomique, de type ADN complementaire (ADNc) ou de type 
mixte (minigene, dans lequel au moins un intron est delete). Elle peut coder pour 
5 une proteine mature ou un precurseur d*une proteine mature, notamment un 
precurseur destine a etre secrete et comprenant un peptide signal. Par ailleurs, il 
peut s'agir de tout ou partie d'une proteine telle que trouvee dans la nature 
(proteine native ou tronquee) ou egalement d'une proteine chimerique provenant 
de la fusion de sequences d'origines diverses ou encore mutee presentant des 
1 0 proprietes biologiques ameliorees et/ou modifiees. De telles proteines peuvent etre 
obtenues par les techniques conventionnelles de biologic moleculaire. 

Dans le cadre de la presente invention, il peut etre avantageux d'utiliser les genes 
codant pour les polypeptides suivants: 

15 

cytokines ou lymphokines (interferons a, p et interleukines et 
notamment riL-2, riL-6, 1'lL-lO ou riL-12, facteurs necrosant des tumeurs 
(TNF)7facteurs stimulateurs de cofo^^^^ 

20 - recepteurs cellulaires ou nucleaires (recepteurs reconnus par des 
organismes pathogenes (virus, bacteries, ou parasites) et, de preference, 
par le virus VIH (Virus de I'lmmunodeficience Humain) ou leurs ligands ; 

proteines impliquees dans une maladie genetique (facteur VII, facteur VIII, 
25 facteur IX, dystrophine ou minidystrophine, insuline, proteine CFTR 

(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), hormones de 
croissance (HGF) ; 

enzymes (urease, renine, thrombine....) ; 

30 

inhibiteurs d'enzymes (a 1 -antitrypsins antithrombine III, inhibiteurs de 
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proteases virales...) ; 

polypeptides a effet anti-tumoral capables d'inhiber au moins partiellenient 
rinitiation ou la progression de tumeurs ou cancers (ARN anti-sens, 
5 anticorps, inhibiteurs agissant au niveau de la division cellulaire ou des 

signaux de transduction, produits d'expression des genes suppresseurs de 
tumeurs, par exemple p53 ou Rb, proteines stimulant le systeme 
immunitaire.,..) ; 

10 - proteines du complexe majeur d'histocompatibilite des classes I ou II ou 
proteines regulatrices agissant sur Texpression des genes correspondants ; 

polypeptides capables d'inhiber une infection virale, bacterienne ou 
parasitaire et/ou son developpement (polypeptides antigeniques ayant des 
1 5 proprietes immunogenes, epitopes antigeniques, anticorps, variants trans- 

dominants susceptibles d'inhiber Taction d'une proteine native par 
competition...) ; 

toxines ( thymidine kinase de virus simplex de I'herpes 1 (TK-HSV-1), 
20 ricine, toxine cholerique, diphterique ) ou immunotoxines ; et 

marqueurs (P-galactosidase, luciferase....). 

II est a signaler que cette liste n*est pas limitative et que d'autres genes peuvent 
25 egalement etre employes. 

Par ailleurs, une sequence nucleotidique exogene en usage dans la presente 
invention peut, en outre, comprendre un gene de selection permettant de 
selectionner ou identifier les cellules transfectees. On peut citer les genes neo 
30 (codant pour la neomycine phosphotransferase) conferant une resistance a 
I'antibiotique G4I8, dhfr (Dihydrofolate Reductase), CAT (Chloramphenicol 
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Acetyl transferase), /^flc (Puromycine Acetyl-Transferase) ou encore^/;/ (Xanthine 
Guanine Phosphoribosyl Transferase). D'une maniere generale, les genes de 
selection sont connus de Thomme de Tart. 

5 Par elements necessaires a Texpression d'une sequence nucleotidique exogene dans 
une cellule hote. on entend Tensemble des elements permettant sa transcription en 
ARN (ARN anti-sens ou ARNm) et la traduction d'un ARNm en proteine. Parmi 
ceux-ci, le promoteur revet une importance particuliere. II peut etre isole d'un gene 
quelconque d'origine eucaryote ou meme virale et peut etre constitutif ou 

1 0 regulable. Altemativement, il peut s'agir du promoteur nature! du gene en question. 
On preferera employer un promoteur different de celui inclu dans Tunite 
d'expression des genes viraux (definie ci-apres). Par ailleurs. il peut etre modifie de 
maniere a ameliorer I'activite promotrice, supprimer une region inhibitrice de la 
transcription, rendre un promoteur constitutif regulable ou vice versa, introduire 

1 5 un site de restriction On peut mentionner, a titre d'exemples, les promoteurs des 

genes TK-HSV-1, PGK (Phospho Glycerate kinase) murin ou humain, al- 
antitrypsine (foie-specifique), immunoglobulines (lymphocyte-specifique), ie 
promoteur precoce du virus SV40 (Simian Virus 40), un LTR retroviral, ou encore 
Ie promoteur adenoviral MLP, notamment de I'adenovirus humain de type 2. 

20 

Bien entendu, une sequence nucleotidique exogene en usage dans la presente 
invention peut en outre comprendre des elements additionnels necessaires a 
I'expression (sequence intronique, sequence signal, sequence de localisation 
nucleaire, sequence terminatrice de la transcription, site d'initiation de la traduction 
25 de type IRES ou autre....) ou encore a sa maintenance dans la cellule hote. De tels 
elements sont connus de Thomme de I'art, 

Comme indique precedemment, un vecteur viral selon la presente invention 
comprend une unite d'expression comportant un ou plusieurs genes viraux et ayant 
30 la caracteristique interessante d'etre fonctionnelle dans une cellule de 
complementation et non fonctionnelle dans une cellule hote. Par "fonctionnelle", 
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on entend une expression des genes viraux en quantite suffisante et pendant un 
temps suflisamment long, pour permettre la constitution d'une particule virale 
infectieuse. Par "non fonctionnelle", on entend une expression des genes viraux 
reduite (de preference d'au moins un facteur 10, voire nieme nulle) par rapport a 
5 leur niveau d'expression dans le virus parental. Le caractere fonctionnel se 
manifeste par la production des produits des genes viraux inclus dans I'unite 
d'expression, ceux-ci pouvant etre mis en evidence par les techniques classiques de 
biologic moleculaire, d'immunologie, de biochimie ou d'enzymologie. Le caractere 
non fonctionnel se manifeste par Tabsence de production ou encore par la 
1 0 production des produits viraux a un niveau attenue. 

Avantageusement, ladite unite d'expression comprend une ou plusieurs sequence(s) 
de regulation heterologue(s) non presente(s) dans I'ADN viral parental. On peut 
avoir recours a des sequences repondant a un regulateur de type represseur 

1 5 agissant de maniere negative sur Texpression ou, de preference, a un regulateur de 
type inducteur exergant une action positive. Une sequence de regulation mise en 
oeuvre dans le cadre de la presente invention peut etre d'une origine quelconque, 
virale, procarybte'ou encore'eucaryote. D'une' maniere generale, les sequences de 
regulation sont decrites dans la litterature accessible a Thomme de i'art. II peut 

20 egalement s'agir d'un homologue dont la sequence est modifiee par rapport a la 
sequence native mais exerpant une fonction de regulation similaire ou amelioree. 
Ces modifications peuvent resulter de I'addition, de la deletion et/ou de la 
substitution d'un ou plusieurs nucleotides. 

25 Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, une sequence de 
regulation est susceptible de moduler I'expression des genes viraux a difFerents 
niveaux : transcription, elongation, transport, stabilite des ARNm ou encore 
traduction. Elle peut etre presente a des endroits divers de ladite unite d'expression, 
par exempie, dans le promoteur surtout lorsque son effet se situe au niveau de la 

30 transcription (de preference en amont de la TATA box jusqu'a plusieurs centaines 
de paires de bases de celle-ci) ou dans les sequences transcrites (et si possible non 
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codantes) lorsque son action s'exerce a une etape ulterieure de la transcription. On 
peut mettre en oeuvre de 1 a 25 sequences de regulation, avantageusement, de 1 
a 20, de preference, de 1 a 10 et, de maniere tout a fait preferee, de I a 7. 

5 Au sens de la presente invention, le terme "inducteur" designe une molecule qui a 
la capacite d*initier ou d'activer I'expression des genes viraux places sous la 
dependance d'une sequence de regulation, soit directement par liaison a ladite 
sequence de regulation soit indirectement par rintermediaire d'autres facteurs 
cellulaires ou viraux. II peut egalement empecher Taction d'un represseur. A 
10 confrario, un "represseur", a la capacite d'inhiber ou de bloquer I'expression des 
genes viraux places sous la dependance d'une sequence de regulation sur laquelle 
il agit at ceci soit directement ou indirectement. 

On peut illuster ces definitions par Fexemple de Toperon lactose (loc). Le gene loci 
15 code pour un represseur qui se fixe a une courte sequence de regulation dite 
"operateur" empechant ainsi la transcription des genes structuraux codant pour les 
enzymes de la chalne metabolique du lactose. En presence de I'inducteur, celui-ci 
se fixe au represseur et le transforme en forme inactive qui ne peut plus se Her a 
I'operateur permettant ainsi a la transcription de se derouler. 

20 

II est egalement envisageable d'utiliser des portions ou des analogues de ces 
regulateurs afin d'ameliorer leur efficacite ou modifier leur specificite (par exemple 
Tanhydro tetracycline dix fois plus efficace que la tetracycline pour inhiber la 
transcription a partir d'un promoteur comprenant les sequences de regulation 

25 derivant de i'operon tetracycline ou le transactivateur reverse decrit recemment par 
Gossen et a!., 1995, Science, 268, 1766-1769). Par ailleurs, un reguiateur en usage 
dans la presente invention peut etre une proteine hybride provenant de la fusion de 
polypeptides d'origines diverses. Une combinaison preferee consiste en un 
polypeptide capable de reconnaitre ou iier une sequence de regulation en usage 

30 dans la presente invention (par exemple derive du represseur tetracycline (tet R) 
ou estrogene ER) et un polypeptide capable d'activer I'expression (par exemple le 
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domaine d'activation des proteines Gal4 ou VPI6 capable d'interagir avec les 
facteurs de transcription). 

Le tableau I suivant cite quelques unes des sequences de regulation et regulateurs 
5 utilisables dans le cadre de la presente invention : 
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Selon un mode de realisation particulier de la presente invention, on utilise des 
sequences de regulation derivant de I'operon bacterien tetracycline designees dans 
la litterature "operateur" (tet 0). D'une maniere generale, I'operon de resistance a 
5 la tetracycline est code par le transposon TnlO (Hillen et a!., 1984, J. Mol. Biol. 
/72, 185-201). La regulation est assuree par une courte sequence nucleotidique 
dite "operateur" (tet 0) qui constitue un site de fixation de divers regulateurs. 
Ainsi, la fixation du represseur tetacyciine (tet R) ou de I'antibiotique tetracycline 
diminue considerablement le niveau de transcription. Au contraire, un effet 

10 d'activation est obtenu en mettant en oeuvre une proteine, designee dans la 
litterature "trans-activateur tetracycline (tTA)" qui resulte de la fiision entre le tet 
R et les 130 acides amines C-terminaux du domaine d'activation de la proteine 
VP16 du virus simplex de Therpes. Gossen et Boujard (1992, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 89, 5547-5551) ont recemment montre que ce systeme de regulation est 

1 5 fonctionnel dans les cellules eucaryotes, L'expression d'un gene reporter place sous 
le controle de plusieurs copies de tet 0 en amont de sequences de base de la 
transcription (TATA box, site d'initiation de la transcription..) est detectable par 
co-expression du tTA et inhibee par ajout de tetracycline. Quant au groupe de Kim 
(1995, J. Virol. 69, 2565-2573), il utilise les sequences tet 0 positionnees en aval 

20 de la TATA box d'un promoteur et, dans ce cas, la transcription est inhibee par 
action de tetR. 

Dans le cadre de la presente invention, on prefere tout particulierement la 
combinaison "tet 0 - promoteur minimal" (dans le sens 5* vers 3') donnant lieu a 
25 un promoteur dont le niveau de base de la transcription est naturellement tres faible 
mais activable par I'inducteur tTA et repressible par la tetracycline. Cependant, il 
est egalement possible d'utiliser un promoteur dans lequel les sequences tet O sent 
placees en 3* de la "TATA box" ou encore de part et d'autre de celle-ci, repressible 
par un represseur comprenant les sequences du tet R reconnaissant tet 0. 

30 



S'agissant de la variante preferee, un vecteur adenoviral selon Tinvention est, de 
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preference, constitue par le genome d'un adenovims depourvu de tout ou partie de 
la region El et» de maniere alternative, de tout ou partie de la region E3. 
Avantageusement, on prefere conserver une partie de la region E3 et, notamment, 
la partie correspondant au gene codant pour la gpI91c (Gooding and Wold, 1990, 
5 Critical Reviews of Immunology 10, 53-7 1), ladite partie n'etant pas incluse dans 
une unite d'expression telle que definie ci-avant mais placee sous le controie d*un 
promoteur homologue (E3) ou heterologue conventionnel. II va de soi que Ton 
peut proceder a d'autres modifications, du genome viral notamment dans la region 
E4 ou E2. II peut etre interessant d'introduire des deletions supplementaires ou des 
1 0 mutations. Pour illuster ce point, on peut citer la mutation thermosensible affectant 
le gene DBP (pour DNA Binding Protein en anglais) de la region E2 A (Ensinger 
and Ginsberg, 1972, J. Virol, iO, 328-339). 

Selon un mode de realisation preferentiel, un vecteur adenoviral selon ['invention 
15 comprend une unite d'expression comportant un ou plusieurs genes viraux des 
regions E2, E4 ou LI-L5. Une variante interessante consiste a ne retenir de la 
region E4 que les sequences codant pour les ORFs 3, 6 et/ou 7 (ces deletions 
limitees de la region E4 ne necessitent pas de complementation de la fonctio^ 
Ketner et aL, 1989, Nucleic Acids Res. 77, 3037-3048). 

20 

II peut egalement etre interessant de disposer d'un vecteur adenoviral comprenant 
plusieurs unites d'expression, toutes les combinaisons etant envisageables (E2 et 
E4, E2 et LI-L5, E4 et LI-L5 ou E2, E4 et L1-L5). On choisira alors des 
sequences de regulation agissant d'une meme maniere et, de preference, 
25 positivement (par exemple TAR, RRE, tet 0...). Pour des raisons de simplicite de 
mise en oeuvre, on prefere le cas oii les unites portent des sequences de regulation 
identiques permettant de propager le vecteur adenoviral dans une lignee de 
complementation comprenant un seul inducteur. 

30 L'invention a egalement trait a une particule virale infectieuse ainsi qu'a une cellule 
hote eucaryote comprenant un vecteur viral selon l'invention. Ladite cellule h6te 
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est avantageusement une cellule de mammifere et, de preference, une cellule 
humaine et peut comprendre ledit vecteur sous fomie integree dans le genome ou 
non integree (episome). II peut s'agir d'une cellule primaire ou tumorale d'une 
origine hematopoietique (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, 
5 monocyte ou macrophage...), muscuiaire, pulmonaire, hepatique, epitheliale ou 
fibroblaste. 

La presente invention a egalement pour objet une cellule de complementation 
caracterisee en ce qu'elle comprend un inducteur et/ou un represseur (regulateur). 

1 0 Selon les besoins, celui-ci peut etre ajoute dans le milieu de culture ou produit par 
la cellule elle-meme d'une maniere stable ou transitoire. De preference, une cellule 
de complementation selon I'invention est modifiee par introduction d'un fragment 
d'ADN codant pour ledit regulateur. Tous les moyens standards pour introduire un 
acide nucleique (vecteur synthetique, viral, plasmide, ADN nu...) dans une cellule 

1 5 peuvent etre utilises dans le cadre de la presente invention, comme par exemple la 
transfection, I'electroporation, la microinjection, la lipofection, Tadsorption et la 
fusion de protoplastes. Dans le contexte de I'invention, il peut etre interessant de 
generer une cellule de complementation qui ne produit qu'un seul regulateur et, 
notamment, un inducteur. Toutefois, il peut aussi etre avantageux de disposer de 

20 cellules produisant plusieurs inducteurs. 

Selon un mode de realisation avantageux, une cellule de complementation selon 
I'invention est capable de complementer en trans un vecteur viral selon I'invention 
et, en particulier, un vecteur adenoviral. A cet egard, on choisira avantageusement 

25 une cellule de complementation pour la fonction El et/ou E4. C'est pourquoi, 
I'invention conceme egalement une cellule destinee a la complementation d'un 
vecteur adenoviral de seconde generation defectif pour la fonction El et une autre 
fonction adenovirale (tardive ou precoce). Une telle cellule comprend tout ou 
partie de la region El d'un adenovirus dont I'expression est controlee par un 

30 promoteur quelconque et tout ou partie d'une region d'un adenovirus autre que la 
region El placee sous le controle d'un promoteur muni de sequences de regulation, 
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par exemple en son extremite 5' d'au moins une et, de preference une a 20 
sequence(s) tet 0 activable(s) par le trans-activateur tTA. Une variante interessante 
consiste en un promoteur minimal derive du virus CMV (Cytomegalo virus) en 
amont duquel se situent 7 sequences tet 0 dans une orientation tete a queue. 
5 L'inducteur peut etre introduit dans la cellule de complementation selon I'invention 
de maniere prealable, concomitante ou posterieure aux sequences adenovirales 
placees sous le controle des sequences tet 0 ou comme indique plus haut il peut 
etre ajoute au milieu de culture. On peut egalement envisager d'exprimer l'inducteur 
(par exemple le tTA) dans la cellule de complementation et d'ajouter le represseur 
10 (par exemple la tetracycline) dans le milieu de culture lorsque Texpression des 
genes adenoviraux n'est plus desiree. 

A titre d'exemples preferes, la region adenovirale autre que la region El est 
constituee par : 

15 

(i) tout ou partie de la region E4 et notamment les sequences codant pour les 
cadres de lecture ouverts 6 et 7 (ORFs 6/7) de cette derniere, ou encore 

(ii) tout ou partie de la region E2 et notamment les sequences codant pour la 
20 proteine DBP (DNA Binding Protein) ou un mutant thermosensible de 

cette derniere. 

Bien entendu, une cellule de complementation selon I'invention peut en outre 
comprendre une troisieme region adenovirale dont Texpression est placee sous le 

25 controle des elements adequats. A cet egard, une cellule preferee est destinee a la 
complementation d'un vecteur adenoviral defectif pour I'ensemble des fonctions 
precoces essentielles a la replication et comprend tout ou partie des regions E I, E2 
et E4, Tune ou I'autre de ces deux dernieres regions ou les deux etant placee(s) 
sous le controle d'un promoteur muni de sequence(s) de regulation telle5 que 

30 definies ci-dessus. 



wo 97/04119 



PCT/FR96/01165 



- 18- 

Un des avantages d'une cellule de complementation selon Finvention est qu'elle 
permet la production a haut titre de particules virales infectieuses a partir d'un 
vecteur viral conventionnel ou selon Tinvention. Le titre viral de la preparation 
finale (apres purification) est avantageusement superieur a 5x10* pfu/ml, de 
5 preference superieur a 1x10''' pfii/ml de maniere tout a fait preferee, superieur a 
5x10' pfii/ml et, de maniere encore plus preferee, superieur a 5x10'** pfu/ml. Par 
pfti, on entend une particule capable de former une plage par infection de cellules 
permissives. Les techniques pour evaluer le nombre de pfu sont conventionnelles 
et connues de Thomme de Tart. On peut citer la technique en agar (Graham et 

10 Prevec, 1991, supra). Generalement, le titre viral en pfu/ml est egal ou inferieur au 
nombre reel de particules virales infectieuses susceptibles de remplir leur fonction 
de transfert de genes. En effet, un certain pourcentage est incapable de se propager 
efFicacement et done generer des plages de lyse sur cellules permissives. Le titre 
en particules virales infectieuses produit par une cellule de complementation selon 

1 5 I'invention est avantageusement superieur a 5x 1 0' ifii/ml, de preference superieur 
a 1x10*** ifii/ml, de maniere tout a fait preferee, superieur a 5x10*° ifii/m, et de 
maniere encore plus preferee, superieur a 5x10" ifti/ml. Par ifij, on entend une 
- particule infectieuse capable d'infecter une cellule cible non permissive et de 
transferer son genome et pemiettre I'expression des genes portes par ce dernier. Le 

20 nombre d'ifu est estime par le nombre de cellules cibles exprimant le gene d'interet 
ou un gene viral. L'homme de Fart connait les techniques a mettre en oeuvre pour 
detecter leur expression : par immunofluorescence, Western blot ou encore 

coloration Par exemple, lorsque le gene d'interet est constitue par le gene LacZ, 

la proteine P-galactosidase peut etre visualisee par coloration au X-Gal (5-bromo- 

25 4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside) et on denombre le nombre de cellules 
bleues. Lorsqu'on emploie le gene therapeutique CFTR, le produit d'expression 
peut etre visualise par Western blot. On peut egalement rechercher les cellules 
exprimant les proteines adenovirales DBP penton ou fibre a I'aide d'anticorps 
specifiques. 

30 

Une cellule de complementation selon I'invention peut etre generee a partir de 
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diverses lignees cellulaires par transfection de portions appropriees du genome 
adenoviral et d'un fragment d'ADN codant pour un regulateur. Parmi les lignees 
envisageables, on peut citer les lignees de rein Vero (singe), BHK (hamster), 
MDCK (chien) MBDK (bovin), la lignee CHO (hamster) ou encore les lignees 
5 humaines (HeLa, A549, MRC5, W138...) disponibles dans les collections telles que 
I'ATCC (Rockville, USA). Cependant, une cellule particulierement adaptee est la 
lignee 293. On peut egalement envisager I'utilisation de lignees primaires telles que 
des cellules primaires de retine humaine. 

10 Une particule virale infectieuse selon I'invention peut etre preparee selon toute 
technique conventionnelle dans le domaine de Tart (Graham et Prevect, 1991, 
sitpra\ par exemple, par co-transfection d'un vecteur et d'un fragment adenoviral 
dans une cellule appropriee ou encore par le moyen d'un virus auxiliaire foumissant 
tv/ (raus les fonctions viraies non fonctionnelles. II est egalement envisageable de 

1 5 generer le vecteur viral /// vitro dans Escherichia coli (E. colt) par ligation ou 
encore recombinaison homologue (voir par exemple la demande fran9aise 94 
14470). 

L'invention concerne egalement un procede de preparation d'une particule virale 
20 infectieuse comprenant un vecteur viral selon Tinvention, selon lequel : 



(i) on introduit ledit vecteur viral dans une cellule de complementation 
capable de complementer en trans ledit vecteur, de maniere a 
obtenir une cellule de complementation transfectee, 

25 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre I'expression des genes viraux 
et la production de ladite particule virale infectieuse, et 



30 (iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 

cellulaire. 
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Bien entendu, la particule virale infectieuse peut etre recuperee du surnageant de 
culture mais egalement des cellules. Selon un mode de realisation avantageux, on 
met en oeuvre un vecteur adenoviral et une cellule de complementation selon 
rinvention. Selon une autre varianle, on peut avoir recours a une cellule de 
5 complementation conventionnelle. II peut etre necessaire d'ajouter un inducteur au 
milieu de culture dans le cas ou I'unite d'expression comprend des sequences de 
regulation activables. La quantite a utiliser depend de la nature meme de 
I'inducteur. L'homme du metier saura bien evidemment adapter la concentration 
optimale en fonction des donnees specifiques. 

10 

L'invention a egalement trait a un procede de preparation d'une particule virale 
infectieuse comprenant un vecteur viral conventionnel mettant en oeuvre une 
cellule de complementation selon Tinvention. A titre d'exemple, I'introduction d'un 
vecteur viral defectif pour les fonctions EI et E4 (El - E4-) dans une cellule 293 
1 5 exprimant (i) les ORFs 6/7 de la region E4 sous le controle d'un promoteur minimal 
muni en son extremite 5' de 7 sequences tet 0 et (ii) le trans-activateur tTA dirige 
par le meme promoteur permettra de generer des particules virales deficientes pour 
la replication mais infectieuses a l-egard d'une cellule hote. 

20 L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique comprenant 
a titre d'agent therapeutique ou prophylactique, un vecteur viral, une particule 
virale infectieuse, une cellule de complementation ou une cellule bote eucaryote 
selon ['invention en association avec un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. La composition selon l'invention est en particulier, destinee au 

25 traitement preventif ou curatif de maladies telles que : 

des maladies genetiques (hemophilie, mucoviscidose, diabete ou 
myopathic, celle de Duchene et de Becker...), 

30 - des cancers, comme ceux induits par des oncogenes ou des virus, 
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des maladies virales, comme i'hepatite B ou C et le SIDA 
(syndrome de rimmunodeficience acquise resultant de I'infection 
par le VIH), et 

5 - des maladies virales recurrentes, comme les infections virales 

provoquees par le virus de I'herpes. 

Une composition pharmaceutique selon Hnvention peut etre fabriquee de maniere 
conventionnelle. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement efFicace 

10 d'un agent therapeutique ou prophylactique a un support tel qu'un diluant. Une 
composition selon I'invention peut etre administree par voie locale, systemique ou 
par aerosol, en particulier par voie intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, 
intramusculaire, intraveineuse, intraperitoneale, intratumorale intrapulmonaire. 
intranasale ou intratracheale. L'administration peut avoir lieu en dose unique ou 

15 repetee une ou plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. La voie 
d'administration et le dosage appropries varient en fonction de divers parametres, 
par exemple, de I'individu ou de la maladie a trailer ou encore du ou des gene(s) 
d'interet a transferer. En particulier, les particules virales selon invention peuvent 
etre formulees sous forme de doses comprises entre 10** et 10'^ ufp (unites formant 

20 des plages), avantageusement 10^ et lO'^ ufp et, de preference, 10^ et lO" ufp. La 
formulation peut egalement inclure un adjuvant ou un excipient acceptable d'un 
point de vue pharmaceutique. 

Enfin, la presente invention est relative a I'usage therapeutique ou prophylactique 
25 d'un vecteur viral, d'une particule virale infectieuse, d'une cellule de 
complementation ou d'une cellule bote eucaryote selon I'invention pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement du corps humain ou animal et, 
preferentiellement, par therapie genique. Selon une premiere possibilite, le 
medicament peut etre administre directement /'// vivo (par exemple par injection 
30 intraveineuse, dans une tumeur accessible, dans les poumons par aerosol...). On 
peut egalement adopter I'approche ex vivo qui consiste a prelever des cellules du 
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patient (cellules souches de la moelle osseuse, lymphocytes du sang peripherique, 
cellules musculaires...), de les transfecter ou infecter in vi/ro selon les techniques 
de I'art et de les readminister au patient. Dans le cas ou I'unite d'expression 
comprend des sequences de regulation repondant a un represseur, on peut 
5 envisager Tadministration du represseur pour bloquer ou limiter Texpression des 
genes viraux (administration prealable, concommitante ou posterieure du 
represseur ou co-expression via les vecteurs conventionnels). 

10 L'invention s'etend egalement a une methode de traitement selon laquelie on 
administre une quantite therapeutiquement efficace d'un vecteur viral, d'une 
particule virale, d'une cellule bote eucaryote ou d'une cellule de complementation 
selon l'invention a un patient ayant besoin d'un tel traitement. 

15 La presente invention est plus completement decrite en reference aux Figures 
suivantes et a I'aide des exemples suivants. 

La Figure l-est une representation-schematique du-genome de l'adenovirus humain 
de type 5 (represente en unites arbitraires de 0 a 100), indiquant I'emplacement des 
20 difFerents genes. 

La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG4673, permettant 
I'expression constitutive du tTA dirigee par le promoteur CMV (pCMV) et du gene 
de selection pac (resistance a la purdmycine) sous le controle du promoteur S V40. 

25 

La Figure 3 est une representation schematique du vecteur adenoviral pTG4696 
comportant une cassette d'expression des ORFs 6 et 7 de la region E4 activable par 
letTA. 



30 



La Figure 4 est une representation schematique du vecteur pTG8343 comportant 
une partie de I'extremite 5' du genome de I'adenovirus 5. 
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La Figure 5 est une representation schematique du vecteur pTG4662, vecteur 
adenoviral recombinant de premiere generation delete de I'essentiel des regions El 
et E3. La cassette recombinante est constituee par le promoteur adenoviral MLP 
(Ad2) suivi du gene bacterien LacZ codant pour la p-galactosidase et du signal de 
5 polyadenylation (pA) du virus SV40. 

La Figure 6 est une representation schematique du vecteur pTG4682, vecteur 
adenoviral delete de Fessentiel des regions El et E3 et comportant une cassette 
d'expression constitutive du tTA. 

10 

La Figure 7 est une representation schematique du vecteur pTG4683, vecteur 
adenoviral delete de ['essentiel des re^ons El, E3 et E4 et comportant une cassette 
d'expression constitutive du tTA. 

1 5 La Figure 8 est une representation schematique du vecteur pTG4675 permettant 
I'expression du tTA de maniere inductible (sous le controle du promoteur minimal 
CMV (-53 a +1) precede de 7 copies de sequences tet 0, indique sur la figure tet 0 
-CMVi). " 

20 La Figure 9 est une representation schematique du vecteur pTG4684, vecteur 
adenoviral delete de I'essentiel des regions El et E3 et comportant une cassette 
d'expression inductible du tTA. 

La Figure 10 est une representation schematique du vecteur pTG4685, vecteur 
25 adenoviral delete de I'essentiel des regions EU E3 et E4 et comportant une cassette 
d'expression inductible du tTA. 

La Figure 1 1 est une representation schematique du vecteur pTG5606 permettant 
I'expression des ORFs 6/7 de la region adenovirale E4 et du tTA sous le controle 
30 du promoteur minimal CMV precede de 7 copies de sequences tet 0 et du gene de 
selection pac conferant la resistance a la puromycine. 
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La Figure 12 est une analyse par Western blot de I'expression de la proteine DBP 
dans les cellules 293 transfectees de maniere transitoire par le vecteur pTG9579 
et cultivees en presence (+) et en absence (-) de tetracycline. 

5 

EXEMPLES 

Les exemples suivants n'illustrent qu'un mode de realisation de la presente 
invention. 

10 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques generales 
de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et al., (1989, 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY) ou selon les recommandations dufabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. 

15 Les etapes de clonage mettant en oeuvre des plasmides bacteriens sont realisees 
dans la souche £ coli 5K (Hubacek et Glover, 1970, J. Mol. Biol. 50, 1 1 1-127) 
ou BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580). On utilise 
preferentiellement cette demiere souche pour les etapes de recombinaison- 
homologue. Les techniques d'amplification par PCR sont connues de I'homme de 

20 I'art (voir par exemple PCR Protocols-A guide to methods and applications, 1 990, 
edite par Innis, Gelfand, Sninsky et White, Academic Press Inc). S'agissant de la 
reparation des sites de restriction, la technique employee consiste en un 
remplissage des extremites 5' protuberantes a I'aide du grand fragment de I'ADN 
polymerase I d*£. coli (Klenow), 

25 

En ce qui concerne la biologic cellulaire, les cellules sont transfectees selon les 
techniques standards bien connues de Thomme du metier. On peut citer la 
technique au phosphate de calcium (Maniatis et al., supra), mais tout autre 
protocole peut egalement etre employe, tel que la technique au DEAE dextran, 
30 I'electroporation, les methodes basees sur les chocs osmotiques, la microinjection 
ou les methodes basees sur I'emploi de liposomes. Quant aux conditions de culture, 
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elles sont classiques, 

Dans les exemples qui suivent, on a recours aux lignees cellulaires suivantes : 

5 Lignee 293 derivee de rein embryonnaire humain (Graham et al, 1977, 

supra) qui resulte de I'integration dans ses chromosomes de I'extremite 5' 
du genome de I'AdS (ITR5', sequence d'encapsidation et region El) 
(disponible a I'ATCC sous la reference CRLI573). 

10 Lignee TGI 653 (decrite dans la demande Internationale W094/28152, 

exemple 8) qui derive de la lignee 293 transformee de maniere stable par 
le plasmide pTGl653 portant la region E4 de VMS (nt 32800 a 35826) et 
la cassette d'expression du gene de selection pac, 

1 5 II est entendu que d'autres lignees cellulaires peuvent etre utilisees. 

Par ailleurs, les fragments de genome adenoviral employes dans les differentes 
constructions decritesci-apre selon'leur position dans" 

la sequence nucleotidique du genome de I'AdS telle que divulguee dans la banque 
20 de donnees Genebank sous la reference M73260. 

RyRMPLK 1 : lignee de complementation exprimant un inducteur capable d'activer 
rftxprp.<;<;inn des penes adenoviraux 

25 Cet exemple decrit la constitution (1) d'une lignee de complementation derivant de 
la lignee 293 et capable d'exprimer de maniere constitutive la proteine trans- 
activatrice tTA et (2) d'un vecteur adenoviral dans lequel certains genes viraux de 
la re^on E4 ont ete places sous le controle des sequences tet 0 repondant au tTA. 
La transfection du vecteur dans la lignee est suivie de la formation de particules 

30 virales puisque les fonctions El et E4 sont trans-complementees par Tapport des 
produits d'expression de la region adenovirale El et du tTA. Dans les cellules botes 
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infectees qui ne produisent pas naturellement la proteine chimere tTA, I'expression 
de E4 par voie de consequence, des proteines tardives (expression dependante 
de E4) sera considerablement reduite, limitant ainsi les problemes d'immunite 
cellulaire et d'inflammation. 

5 

/. Constiiutiou d'lm ligftee de complmetUation exprimant le irans-activateitr (TA 

On construit tout d'abord le vecteur pTG6529 permettant la selection des cellules 
transfonnees par la puromycine. Le vecteur resulte du clonage dans un p poly III- 
10 I* (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201) d'une cassette d'expression composee du 
promoteur SV40, du gene pac suivi du signal polyA du virus SV40. Une telle 
construction est a la portee de Thomme de I'art a partir des sequences 
correspondantes decrites dans la litterature (Morgenstern and Land, 1990, Nucleic 
Acid Res. 18, 3587-3596 ; Genebank reference J02400), 

15 

En parallele, le vecteur pUHD15-l (Gossen et Bujard, 1992, supra) est digere par 
les enzymes Sspl et HpaL Le fragment comportant les sequences codant pour le 
tTAprecedees du promoteur CMV, est clone entre les memes sites du pTG6529 
pour donner pTG4673 (Figure 2). 

20 

Le vecteur pTG4673 est transfecte de maniere conventionnelle dans les cellules 
293. Bien entendu, on aurait pu egalement transfecter un vecteur d'expression du 
tTA et un vecteur de selection (par exemple puHD15-l et pTG6529). Apres 
transfection, les cellules sont cultivees en milieu selectif (1 pg/ml de puromycine). 
25 80 clones resistants ont ete isoles et, parmi eux, 35 testes pour leur capacite a 
transactiver un gene marqueur dont I'expression est controlee par les sequences tet 
0. Pour des raisons de simplicite de mise en oeuvre et de sensibilite de dosage, le 
choix s'est porte sur le gene luciferase. 

30 On utilise le vecteur reporteur pUHC13-3 (Gossen et Bujard, 1992, supra) dans 
lequel les sequences codant pour la luciferase sont placees sous le controle du 
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promoteur minimal CMV precede par 7 copies de tet 0. Le test est effectue par 
transfection transitoire dans les clones a tester. Deux jours plus tard, I'activite 
luciferase est evaluee sur les extraits cellulaires en mettant en oeuvre un kit 
commercialise par Promega ("Luciferase Assay System") et, pour la mesure des 
5 echantillons, un compteur a scintillation (LS 50000 TD, Beckman). Le dosage 
s'avere positif pour 10 des clones evalues, ce qui indique qu'ils produisent un 
produit tTA fonctionnel capable de reconnaitre les sequences tet 0 et d'activer 
I'expression des genes places sous leur controle. 

1 0 2. Comtiiutkm dim adenovirus doni rexpression des genes E4 est indticiible par 
letTA. 

Comme cela a ete mentionne precedemment, I'expression des genes codant pour 
les ORFs 6 et 7 de la reipon E4 est suffisante pour assurer la replication virale sans 
15 necessite de complementation. Cet exemple decrit la construction d*un vecteur 
adenoviral delete des regions El et E3 et d'une partie de E4, a I'exception des 
sequences codant pour les ORFs 6 et 7 dont I'expression est placee sous le controle 
de let 0 et^de ce fail, stimulee en preseri^^^ 

20 Le vecteur pUHDlO-3 provient du clonage dans le plasmide pBR322 d'un 
fragment XhoVEcoRl portant 7 copies tet 0 et le promoteur minimal CMV 
(position -53 par rapport au site d'initiation de la transcription ; voir Gossen et 
Bujard, 1992, supra). Apres digestion par ZfawHI (site situe en aval de la region 
promotrice), on insere le fragment Bglil-BamVl obtenu de pTG1653 et porteur 

25 des sequences codant pour les ORFs 6 et 7 pour donner pTG4658. 

Le vecteur pTG4664 resulte du clonage du fragment adenoviral Kpnl-Hpal 
(nucleotides 25 838 a 32 004) entre les sites Kpnl-Smal d'un p poly II (Lathe et al, 
1987, supra) dans lequel on avait au prealable supprime le site Bglll Puis on 
30 effectue la deletion d'une grande partie de E3 (nucleotides 27 87 1 a 30 748) par 
digestion enzymatique {Hpal-Hindlliy 
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Le fragment Xhol-Hpal porteur de la cassette d'expression regulee des ORFs 6 et 
7 est isole de pTG4658 et insere apres action de la Klenow dans le vecteur 
pTG4664 digere par Bglll et traite par la Klenow pour donner pTG4668 et 
pTG4669 selon I'orientation de la cassette. Celle-ci est introduite dans un vecteur 

5 adenoviral par recombinaison homologue. On utilise a cet effet le vecteur 
recombinant pTG4663 qui derive d'un vecteur de seconde generation (delete des 
regions El et E4 essentielies a la replication et de la region E3 non-essentielle 
(deletion des nucleotides 27 871 a 30 748) ; decrit a I'exemple 4 de la demande 
Internationale W094/28152) dans lequel on a clone la cassette d'expression 

10 "promoteur MLP-gene LacZ pA SV40" a la place de la region El. Les cellules £ 
coli sont co-transformees par pTG4668 ou pTG4669 dive par HinJlll et le 
vecteur viral pTG4663 linearise par Spel pour generer pTG4696 (Figure 3) et 
pTG4697. 

1 5 D'autres vecteurs adenoviraux de type similaire peuvent etre generes. On peut, par 
exemple, envisager de placer les genes de la region E2 sous le controle des 
sequences tet 0. L'homme du metier connait les techniques de biologic moleculaire 
qui permettent de remplacer le promoteur E2'par unpromoteur regulable tel que 
celui isole du vecteur pUHDlO-3 ou d'eliminer les sequences en amont de la TATA 

20 box du promoteur E2 et d'introduire a leur place une ou plusieurs copies (de 
preference 7) de sequences tet 0. II est egalement possible de construire des 
vecteurs regules a plusieurs niveaux, par exemple par insertion de tet 0 en amont 
de la TATA box des promoteurs dirigeant Texpression des genes viraux de E2, E4 
et/ou MLP. 

25 

3. Generation de particules virales, 

Le vecteur viral pTG4696 ou pTG4697 est transfecte dans I'un des 10 clones 
producteurs de tTA de rexempleKl. Les cellules sont capables de complementer 
30 la fonction El et de produire du tTA activant I'expression des ORFs 6 et 7, ce qui 
permet la formation de particules virales. On constitue un stock qui permet ensuite 
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d'infecter les cellules cibles a una m.o.i. (multiplicite d'infection) determinee 
susceptible de varier de 0,1 a 100, 

5 FXEMPLE 2 ■ rnnstitution de la lignee de complementation 4677 pour les 
fnnrfinns Rl et E4. Te xpression de E4 etant inductible oar le tTA. 

Get exemple a trait a une lignee de complementation generee par transfection des 
cellules 293 par un vecteur d'expression des ORFs 6 et 7 de E4 places sous le 
10 controle d'un promoteur minimal precede de 7 copies de tet 0. Les cellules 
transfectees sont capables de complementer les fonctions El de maniere 
constitutive et E4 de maniere inductible par le tTA. Celui-ci peut etre porte par un 
vecteur adenoviral defectif ou un vecteur d'expression classique. 

1 5 /. ComtittiUou de la ligfiee de complemetHat 'ton 

Le fragment Xhol-Bamm de pTG4658 (portant la cassette "tet 0-promoteur 
minimal CMV-0RFs~6 et 7") est insere entre les sites &/I et SgAI du vecteur de 
selection pTG6529, pour donner pTG4677. 60 clones resistants ont ete generes 
20 apres transfection dans la lignee 293 et selection par la puromycine. On peut 
determiner les clones presentant une capacite optimale de complementation de 
differentes fa9ons. 

Une premiere methode consiste a transfecter de maniere transitoire le plasmide 
25 pUHD15-l exprimant de maniere constitutive le tTA. Une analyse par Western 
blot des extraits cellulaires a Taide d'anticorps appropries permettra d'evaluer la 
quantite de polypeptides ORFs 6 et/ou 7 produits dans ces clones et done leur 
capacite a trans-complementer la fonction adenovirale E4. Selon une autre 
methode, on peut employer un adenovirus defectif exprimant le tTA. Cette 
30 methode est detaillee ci-apres. 
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2, Const! f tit ion cfim adenovirus defectif exprimant le tTA d'ltne maniere 
consliUftive. 

Deux series de constmctions ont ete realisees .pTG4682 correspondant au genome 
5 adenoviral delete de I'essentiel des regions El et E3 et comportant a la place de la 
region El, une cassette d'expression constitutive du tTA (promoteur CMV). 
pTG4683 est en outre delete de la region E4. 

On part du Vecteur pTG8343, lequel provient de I'insertion dans p poly II (Lathe 
] 0 et al., 1987, supra) d'une partie de I'extreniite 5' du genome adenoviral, a savoir les 
sequences s'etendant des nucleotides 1 a 458 et 3328 a 5788 (Figure 4), Apres 
digestion de pTG8343 par BglU et traitement par la Klenow, celui-ci est mis en 
ligation avec le fragment Sspl-Hpal de pUHD15-l portant le promoteur CMV 
suivi des sequences tTA, On obtient pTG4674 destine a permettre I'insertion de la 
15 cassette du tTA par recombinaison homologue avec un vecteur adenoviral 
comprenant des sequences homologues. A cet effet, on choisit le vecteur pTG4662 
(Figure 5) qui comporte ITTR 5' et les sequences d'encapsidation de I'AdS (nt 1 a 
458), une cassette d'expression du gene bacZ- a la place de la-region~E l et les 
sequences adenovirales restantes deletees de la region E3 (nucleotides 3329 a 
20 27870 et 30749 a 35935). 

La souche £ coli BJ est co-transformee avec les vecteurs pTG4662 linearise par 
Clal et pTG4674 clive par SgrM et &/EII, pour obtenir pTG4682 (Figure 6). Cet 
evenement de recombinaison homologue permet un echange de la cassette LacZ 
25 de pTG4662 contre celle du tTA portee par le fragment issu de pTG4674. 

Le vecteur pTG4683 (Figure 7) est obtenu selon la meme technologic par 
recombinaison homologue /// vHro entre pTG4663 dive par Clal et pTG4674 
digere par SgrAl et Av/EII. Le vecteur pTG4663 est similaire a pTG4662 a la 
30 difference qu'il est delete de Tessentiel de la region E4 (nucleotides 32994 a 
34998). 
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J. Const iUti ion d'lm adenovims defectif exprimanf le tTA dUme maniere 
indncfib/e. 

On a recours pour controler l*expression des sequences tTA, au promoteur minimal 
5 CMV comportant en 5' 7 copies de sequences tet 0, ce qui rend le systeme 
autoinductible. En efFet, ia production de quelques molecules de tTA a partir du 
promoteur non induit va permettre d'activer le systeme. Comme avant, on genere 
deux vecteurs adenoviraux pTG4684 et pTG4685 deletes ou non de la region E4. 

10 Le promoteur CMV de pUHD15-l est echange contre son homologue regulable 
isole de pUHDlO-3 sous forme d'un fragment JGwl-EcoKl On obtient pTG4659. 
La cassette est isolee de ce dernier par digestion par Sspl et Hpal et clonee dans 
le vecteur pTG8343 linearise par Bgfll et traite par la Klenow, pour donner 
pTG4675 (Figure 8), La souche £ cofi BJ est ensuite co-transformee par le 

1 5 vecteur precedent traite par Sgt'Al et BsfEll et pTG4662 ou pTG4663 linearise par 
Tenzyme Clal, afin de generer par recombinaison homologue les vecteurs viraux 
pTG4684 (Figure 9) et pTG4685 (Figure 10). 

Les particules virales peuvent etre obtenues par simple transfection d'une lignee 
20 cellulaire appropriee comme celle de I'exemple 2. 1 en absence de tetracycline 
(I'addition de I'antibiotique dans le milieu de culture ayant un efFet inhibiteur sur la 
transcription du tTA et des ORFs 6 et 7 reguiee par les sequences tet 0). 

4. Tests fonctionnels de microinfeciion et de microti tration. 

25 

Les experiences sont realisees en parallele sur les cellules 293 complementant la 
fonction El et les cellules 1653 complementant les fonctions El et E4. Les cellules 
sont reparties dans une plaque de culture a raison d'environ 5x10** cellules par 
puit. Elles sont ensuite transfectees par les vecteurs a tester, pTG4682 a 4685. On 
30 evalue leur capacite a former des plages dans les deux types cellulaires (suivant leur 
Vitesse d'apparition) ainsi que leur taille. A titre de temoins, on utilise les vecteurs 



wo 97/04119 



PCT/FR96/0n65 



-32- 

recombinants pTG4662 et pTG4663 qui correspondent respectivement a des 
vecteurs adenoviraux de premiere generation (deletion de El et E3) et de seconde 
generation (deletion supplementaire de E4) et qui n'expriment pas le tTA. 

5 La generation de particules virales a partir de la construction pTG4662 est 
facilement detectable et ceci dans les deux lignees cellulaires (formation de grandes 
plages apparaissant rapidement). Quant a pTG4663, il ne peut etre propage que 
dans les cellules 1653 complementant El et E4 et donne de petites plages qui 
apparaissent tardivement. 

10 

En ce qui conceme les vecteurs pTG4682 et pTG4684, leur transfection dans les 
cellules 293 et 1653 est rapidement suivie de la formation de grandes plages 
facilement reperables (comportement similaire au temoin pTG4662). Les vecteurs 
pTG4683 et pTG4685 deletes de la region E4 se comportent d'une maniere 
15 comparable a pTG4663 : dans la lignee 1653 les particules virales apparaissent 
lentement en formant des plages de taille reduite alors que dans la lignee 293 on 
ne detecte pas de plages. Ces donnees semblent indiquer que I'expression du tTA 
n'est pas prejudiciable a la propagation virale ni-toxique pour la croissance 
cellulaire. 

20 

Comme indique precedemment, on peut appliquer cette technologic a la lignee de 
Texemple 1 (293/pTG4673) et des vecteurs pTG4696 et pTG4697. 

F JPMPLF 3 : Constitution de la lignee de complementation 5606 pour les 
25 fonctions El F4 dans iaquelle Texpression de E4 est inductible Par le tTA 
produit par la lignge. 

Get exemple decrit une lignee cellulaire de complementation permettant la 
propagation d'adenovirus deficient El* et E4* obtenue par transfection des cellules 
30 293 par le vecteur pTG5606 portant outre le gene de selection pac, les sequences 
codant pour les ORFs 6/7 et pour le tTA placees sous le controle du promoteur 



wo 97/04119 



PCT/FR96/0n65 



-33- 

designe ci-apres pCMV* correspondant au promoteur minimal CMV (position -53 
par rapport au site d'initiation de la transcription) muni en 5' de 7 sequences 
consecutives tetO. Ce systeme autoinductible permet tout d'abord la production de 
quelques molecules de tTA a partir du promoteur CMV minimal qui pourront agir 
5 positivement sur les sequences tet 0 et amplifier leur propre synthese et celle des 
produits ORF6/7 en quantite suffisante pour une complementation efficace des 
vecteurs defectifs, 

y. Comtrucfion dit plasm ide pTG5606 

10 

On commence par construire le vecteur pTG4688 qui resulte du clonage de la 
cassette (promoteur/enhancer CMV- tTA) purifiee de pTG4673 (exemple l.l) 
clive par Hpal et Pvul dans le vecteur pTG4677 (exemple 2.1) digere par ces 
memes enzymes. Le vecteur pTG5606 est obtenu du vecteur precedent par 
1 5 remplacement du promoteur/enhancer CMV par le promoteur regulable pCMV*. 
Pour ce faire, pTG4688 est linearise par les enzymes Scal-Xbal avant d'inserer le 
fragment ScaUXbal portant pCMV* isole de pTG4659. Le plasmide pTG5606 
ainsi g^nere (Figure I I ) comprenanf les trois cassettes d'expressibn suivantes : 

20 une premiere cassette composee du promoteur pCMV*, des sequences 

codant pour le trans-activateur tTA et des sequences polyA du virus SV40, 

une deuxieme cassette composee du gene de resistance a la puromycine 
(genepac) sous le controle du promoteur precoce et des sequences pA du 
25 virus SV40, et 

une troisieme cassette composee du promoteur pCMV* suivi des 
sequences codant pour les ORFs 6/7 de I'adenovirus 5 munies de leur 
propre signal polyA. 

30 

2. Generation de la iignee de complemenfaiion 5606. 
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4x10*^ cellules 293 (ATCC CRL1573) sont mises en culture dans du milieu DMEM 
(Dubelco's modified Eagle's medium) en presence de FCS 10%. Aux environs de 
70 a 80% de confluence, elles sont reparties en plusieurs boites puis sont 
transfectees par 10 ou 20 ^g de plasmide pTG5606 (kit de transfection Gibco- 
5 BRL ; ref 530-8120SA) . Apres 48 heures, les cellules sont cultivees en milieu 
selectif (Puromycine 0,7 \xg/ml pendant la premiere semaine et ensuite 1 ^ig/ml), 
Les clones resistants sont amplifies dans le milieu selectif precedent eventuellement 
en presence de tetracycline. Ce dernier exerce un efFet represseur sur les sequences 
tet 0 et son ajout a pour but de reduire la synthese des produits d'expression des 
10 ORFs 6/7 qui pourrait s'averer cytotoxique et entramer la mort cellulaire. Ainsi, 
trois lots ont ete constitues selon la concentration de tetracycline contenue dans le 
milieu, respectivement 0\xg/m\ , Ipg/ml et 5\xg/n\\. De nombreux clones 
apparaissent quelles que soient les quantites d'ADN transfecte et les conditions de 
culture. 

15 

Les clones co-exprimant les genes El et E4 ont ete cribles par une technique de 
microinfection et microtitration. Une centaine de clones 5606 est infectee a une 
faible moi (multiplicited'infection) par un vecteur adenoviral defectif El- E4- 
par exemple la demande Internationale WO 94/28152). On observe une cytopathie 

20 48 a 72 h post-infection pour 10 a 16% d'entre eux selon le lot dont ils 
proviennent. La cytopathie temoigne de la multiplication des virus doublement 
defectifs et reflete la capacite de trans-complementation du clone. Le titre en 
particules virales infectieuses est estime par une technique de titrage en micropuits 
sur cellule permissive. Pour ce faire, les particules virales sont recuperees des 

25 cultures infectees par trois cycles de congelation-decongelation et les sumageants 
viraux a titrer sont dilues en cascade a raison de 100 ^1 par puit et mis en presence 
de4xl0"* cellules 1653. Le titre viral est evalue grossierement par observation de 
la cytopathie aux difFerentes dilutions. Les clones 5606 les plus producteurs 
(cytopathie a des dilutions elevees) sont retenus pour une etude plus precise du 

30 rendement en pfii/ml et en ifii/ml. 
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Les clones 5606 selectionnes sont mis en culture (5x10^ cellules) et infectes a 
nouveau par un vecteur adenoviral El- E4- . On peut utiliser par exemple les 
vecteurs AdTG8595 et AdTG4651 deletes des regions El, E3 (nt 28592 a 30470) 
et E4 (nt 32994 a 34998) et comprenant a la place de EI la cassette d'expression 

5 du gene d'interet respectivement promoteur MPL-LacZ et promoteur MLP-gene 
CFTR. Comme precedemment, on recupere les surnageants viraux et le titre en 
pftj/ml est determine par infection d'une lignee permissive (lignee 1653 ou le clone 
producteur 5606) par des dilutions appropriees de surnageant viral et comptage 
des plages de lyse en agar. Deux clones designes #5-19/1 et #5-38 donnent des 

10 litres variant de I a 5x10^ pfli/ml (titration efFectuee sur eux-memes). Le 
rendement en particules infectieuses (ifu/ml) est evalue en denombrant les cellules 
infectees exprimanl le gene d'interet. Ainsi, les surnageants viraux obtenus des 
clones 5606 infectes par AdTG8595 sont titres sur eux-memes et 48 heures post- 
infection, les cellules adherentes sont fixees (tampon PBS contenant 2% de 

1 5 formaldehyde et 0,2% de glutaraldehyde) et la production de la P-galactosidase 
revelee par le colorant X-Gal (I mg/ml dans du tampon PBS additionne de K- 
ferricyanide 5 mM» K-ferrocyanide 5 mM et MgCU 2mM). Les titres obtenus sont 
compris entre rO^^ et 10" ifii/ml. " - - . . - 

20 Enfin, on verifie que I'expression des genes viraux tardifs n'est pas alteree, ce qui 
pouirait conduire a un defaut d'assemblage des particules virales. La production de 
fibre et de penton est determinee par Western blot sur les culots de cellules 
infectees recuperes apres les cycles de congelation-decongelation. L'analyse est 
eflfectuee selon les techniques standards sur un aliquot d'extrait cellulaire 

25 correspondant a 3 jig en proteines a I'aide d'anticorps diriges contre la fibre (Henry 
et al., 1994, J. Virol. 68, 5239-5246) ou le penton-base (Boulanger et al., 1973, 
Eur. J. Biochem. 39, 37-42) puis d'anticorps anti lapin marques a la peroxidase 
(Amersham, NA 934). La revelation a lieu en utilisant le kit de detection ECL 
(Amersham, RPN 2106). Les donnees indiquent que les adenovirus El- E4- 

30 generes a partir des deux clones 5606 sont capables de produire les proteines 
tardives a un niveau approchant de celui obtenu dans les cellules 293 infectees par 
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un virus ET. 

En conclusion, les clones 5606 #5-19/1 et #5-38 constituent des lignees de 
complementation El et E4 capables d'amplifier les vecteurs doublement defectifs 
5 a un titre depassant 1x10^ pfu/ml, titre compatible avec une production a grande 
echelle. 

FXFMPLE 4 : Constitution de la lignee de c omplementation 9579 pour les 
fnnctions El et E2A dans laquelle I'expression de E2A e st inductible par le tTA 
10 relui-ci etant p roduit par la lisnee. 

Cet exemple decrit une lignee cellulaire de complementation permettant la 
propagation d'adenovirus deficients El' et E2A' obtenue par transfection des 
cellules 293 par le vecteur pTG9579 permettant une expression autoinductible de 
1 5 la proteine DBP selon le meme principe qu'a I'exemple precedent. 

1. Construction du vecteiw pTG9579 



Le vecteur pTG9579 est construit de la fa(?on suivante : 

20 

On isole I'extremite 3' du genome de I'adenovirus 5 a partir d'une preparation 
d'ADN genomique digere par Dral-BsmBl Le fragment correspondant est sous- 
clone dans le site Smal du vecteur pUC 1 9 (Gibco BRL), pour donner le vecteur 
intermediaire pTG9568. On indique que le codon STOP de la sequence DBP est 
25 detruit par le clivage par Dral. Celui-ci est restaure par introduction entre les sites 
EcoRW et BamHl de pTG9568 d'un fragment comportant la sequence correcte 
obtenue par amplification PGR a partir de la matrice genomique et des amorces 
adequates. On obtient pTG9571. 

30 Par ailleurs, le vecteur pUHD- 1 0-3 est linearise par HinJlll traite a la Klenow et 
on insere la cassette d'expression du gene neo (Colbere -Garapin et al., 1981, J. 
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Mol. Biol, J 50, 1-14) dirigee par le promoteur precoce et le signal pA de SV40. 
Le vecteur ainsi obtenu pTG9555 est linearise par A7;al puis soumis a Taction de 
la Klenow avant de doner le fragment portant la sequence DBP isolee de pTG957 1 
apres clivage par A77«I et ICcoKl et traitement a la Klenow. Enfin, on introduit dans 
5 le site Xhol traite a la Klenow du vecteur pTG9577 genere a I'etape precedente, le 
fragment Hpal-Xhol (Klenow) isole de pTG4659 porteur de la cassette 
d'expression du gene tTA, pour donner pTG9579, Pour resumer, celui-ci 
comprend : 

1 0 une premiere cassette composee du promoteur pCMV* suivi des sequences 

codant pour le trans-activateur tTAet des sequences poly A du virus SV40, 

une deuxieme cassette composee du gene neo de resistance a I'antibiotique 
G418 sous le controle du promoteur precoce et des sequences pA du virus 
15 SV40,et 

une troisieme cassette composee des sequences codant pour la proteine 
DBF de radenovTrus 5~sous Te contrSle du promcSeur pCMV* et des 
sequences pA du virus SV40. 

20 

La production d'une proteine DBP fonctionnelle par pTG9579 peut etre verifiee 
par transfection transitoire dans les cellules 293. Brievement, 1x10^ cellules sonl 
transfectees par 5 \ig de vecteur par la methode au phosphate de calcium puis 
cultivees en presence (i pg/ml) ou en absence de tetracycline. 4 jours apres la 

25 transfection, les cellules sont recuperees et le culot cellulaire traite par 1 00 nl de 
tampon de lyse (50 mM Tris-HCL, 1 mM MgClj, 1 mM EDTA, 5 mM KCl, 150 
mM NaCl et I % Triton X-100) afin de solubiliser les proteines. 7 jil d'extrait 
proteique sont repris dans un tampon de charge Tris Glycine contenant 5 % de P- 
mercaptoethanol et soumis a une electophorese PAGE 8-16 % en condition 

30 denaturante. Apres transfert sur membrane de nitrocellulose, la proteine DBP est 
revelee par Western blot a I'aide d'un anticorps specifique de la proteine DBP 
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adenovirale (Reich et al., 1983, Virology 128, 480-484 ; par exemple I'anticorps 
monoclonal de souris a72KB 6-8) et un anticorps de mouton anti 
immunoglobuline de souris marque a la peroxydase (Amersham ; NA 931). La 
revelation est effectuee par le kit ECL (Amersham, RPN 2106). Les resultats 
5 presentes a la Figure 12 montrent que la proteine DBP est produite dans les 
cellules 293 transfectees de maniere transitoire par le vecteur pTG9579 et d'une 
maniere regulee puisque Texpression est reduite en presence de tetracycline. 

2. Generafion de la lignee ck cellulaire de complementation 9579 

10 

On utilise 20 pg de plasmide pTG9579 pour transfecter 3x10^* cellules 293 (kit de 
transfection Gibco BRL ; ref 530-8120SA). Les clones sont selectionnes en 
presence de 600 pg/ml de 0418 et 1 ng/ml de tetracycline et testes pour leur 
capacite a produire la proteine DBP par la technique de Western blot decrite ci- 

15 avant. 20 % d'entre eux expriment des quantites detectables de DBP dont deux 
designes #7-44 et #7-32 a un niveau proche de celui obtenu dans la lignee 
gmDBP6 en presence de dexamethasone. Cette derniere constitue la lignee de 
~ reference pour la com'plementatibn de le fonctibn E2A (Bfough: et al:, 1 992, Virol. 
190, 624-634). Elle derive de cellules HeLa transfectees par une cassette 

20 d'expression comprenant les sequences codant pour la DBP dirigees par le 
promoteur MMTV inductible par le dexamethasone. 

Les clones DBP positifs sont mis en culture et infectes a une moi & 1 par 
I'adenovirus H5dl802 defectif pour la fonction E2A (Rice and Klessig, 1985, J. 

25 Virol. 56, 161-11%). Deux jours apres Tinfection, les surnageants viraux sont 
recueillis apres lyse des cellules par des cycles consecutifs de congelation- 
decongelation, dilues en cascade et titres sur la lignee permissive gmDBP6. La 
presence de particules virales est observee dans les surnageants issus des clones #7- 
44 et #7-32 montrant leur capacite a complementer la fonction E2A. Le meme type 

30 rfexperience est realisee avec le vecteur pTG9542 (El' (LacZ) E2A" et E3*). Des 
particules infectieuses sont produites montrant que ces deux clones sont aptes a 
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propager et amplifier des vecteurs doublement defectifs. De plus, celles-ci ne 
peuvent etre propagees sur la lignee 293 confinnant le phenotype E2A" et Tabsence 
de revertants. 



5 



Des experiences d'amplification menees avec le clone #7-44 infecte par le virus 
AdTG9542 ont montre un facteur d'amplification d'environ 125 lorsque le titrage 
est efFectue 4 jours post-infection. 
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p^vendications 

1 Vecteur viral caracterise en ce qu'il comprend une unite d'expression comportant 
un ou plusieurs gene viraux ; ladite unite d'expression etant fonctionnelle dans 
5 une cellule de complementation et non fonctionnelle dans une cellule hote et 
comprenant une ou plusieurs sequence(s) de regulation heterologue(s). 

2. Vecteur viral selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite unite 
d'expression comprend une ou plusieurs sequence(s) de regulation permettant 

1 0 d'activer I'expression dudit gene viral en presence d'un inducteur et/ou d'inhiber 
I'expression dudit gene viral en presence d'un represseur. 

3. Vecteur viral selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que ladite sequence 
de regulation peut agir au niveau de la transcription, I'elongation, le transport ou 

1 5 la stabilite des ARN messagers ou la traduction. 

4. Vecteur viral selon la revendication 3, caracterise en ce que ladite sequence de 
regulation est plac^e au "niveau du promoteur de ladite unite" et, plus 
particulierement, en amont de la TATA box. 

20 

5. Vecteur viral selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que ladite 
unite d'expression comprend une ou plusieurs sequencers) de regulation 
selectionnees parmi les sequences TAR, RRE, GRE, PRE, ERE, UAS Gal4, les 
sequences de regulation du gene metallothioneine et des operons bacteriens 

25 tryptophane lactose et tetracycline. 

6. Vecteur viral selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite unite 
d'expression comprend une ou plusieurs sequence(s) de regulation derivant de 
Toperon tetracycline placee(s) en amont de la TATA box dudit promoteur, pour 

30 donner un promoteur activable par un inducteur de type trans-activateur 
tetracycline (tTA) et repressible par la tetracycline. 
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7. Vecteur viral selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite unite 
d'expression comprend une ou plusieurs sequence(s) de regulation derivant de 
I'operon tetracycline placee(s) en aval de la TATA box dudit promoteur, pour 
donner un promoteur repressible par le represseur tetracycline (TetR). 

5 

8. Vecteur viral selon Tune des revendications 1 a 7, derive d'un vims selectionne 
parmi le virus de I'herpes, le cytomegalovirus, TAAV (virus associe a 
I'adenovirus), le poxvirus et Tadenovinis. 

10 9. Vecteur adenoviral selon la revendication 8, derive d'un adenovirus d*origine 
humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, porcine ou simienne ou encore 
d'un hybride comprenant des fragments de genome adenoviral de differentes 
origines. 

15 10. Vecteur viral selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce qu'il est defectif 
pour la replication. 

1 1. Vecteur adenoviral selon la revendication 10. caracterise en ce qu'il est au moins 
depourvu de tout ou partie de la region El et, de fa9on optionnelle, de tout ou 

20 partie de la region E3 . 

12. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 9 a 1 1, caracterise en ce qu*il 
comprend une ou plusieurs unite(s) d'expression comportant un ou plusieurs 
genes viraux des regions E2, E4 ou L1-L5. 

25 

13. Vecteur adenoviral selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il comprend 
une unite d'expression comportant une ou plusieurs sequence(s) de regulation 
derivant de I'operon tetracycline placee(s) en amont de la TATA box du 
promoteur et les cadres de lecture ouverts (ORFs) 6 et 7 de la region E4, de 

30 maniere a ce que I'expression desdits cadres de lecture soit activable par un 
inducteur de type trans-activateur tetracycline (tTA) et repressible par la 



wo 97/04119 



PCT/FR96/01165 



-42- 

tetracycline. 

14. Vecteur viral scion Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique exogene placee sous le controle des 

5 elements necessaires a son expression dans la cellule bote. 

15. Vecteur viral selon la revendication 14, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique exogene est selectionnee parmi les genes codant pour une 
cytokine, un recepteur ceilulaire ou nucleaire, un ligand, un facteur de 

10 coagulation, la proteine CFTR, Tinsuline, la dystrophine, une hormone de 
croissance, une enzyme, un inhibiteur d'enzyme, un polypeptide a efFet anti- 
tumoral, un polypeptide capable d'inhiber une infection bacterienne, parasitaire 
ou virale et, notamment le VIH, un anticorps, une toxine. une immunotoxine et 
un marqueur. 

15 

16. Particule virale infectieuse comprenant un vecteur viral selon Tune des 
revendications 1 a 15. 



17. Cellule bote eucaryote comprenant un vecteur viral selon Tune des 
20 revendications 1 a 15 ou une particule virale infectieuse selon la revendication 

16. 

18. Cellule de complementation caracterisee en ce qu'elle comprend un inducteur 
et/ou un represseur. 

25 

19. Cellule de complementation selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un fragment d*ADN codant pour un inducteur et/ou un represseur. 

20. Cellule de complementation selon la revendication 18 ou 19, caracterisee en ce 
30 qu'elle derive de la lignee 293 . 
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21. Cellule de complementation selon Tune des revendications 18 a 20, pour la 
complementation d'un vecteur adenoviral defectif pour la fonction El et au 
moins une seconde fonction adenovirale tardive ou precoce, caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

5 

(i) une premiere cassette d'expression de tout ou partie de la region E i 

d'un adenovirus placee sous le conlrole des elements necessaires a 
son expression dans ladite cellule de complementation, et 

10 (ii) une seconde cassette d'expression de tout ou partie d'une region 
tardive ou precoce d'un adenovims autre que la region El placee 
sous le controie des elements necessaires a son expression dans ladite 
cellule de complementation, lesdits elements comprenant un ou 
plusieurs sequences de regulation selon les revendications 5 a 7, 

15 

22. Cellule de complementation selon la revendication 21, caracterisee en ce que 
lesdits elements de la seconde cassette d'expression comprennent un promoteur 
minimal muni en son extremite 5' de 1 a 20 sequences tet 0. 

20 23. Cellule de complementation selon la revendication 22, caracterisee en ce que 
lesdits elements de la seconde cassette d'expression comprennent un promoteur 
minimal derive du virus CMV (Cytomegalo virus) muni en son extremite 5' de 
7 sequences tet 0. 

25 24. Cellule de complementation selon Tune des revendications 18 a 23 pour la 
complementation d'un vecteur adenoviral defectif pour les fonctions El et E4, 
caracterisee en ce que ladite seconde cassette d'expression est une cassette 
d'expression de tout ou partie de la region E4 d'un adenovirus. 

30 25. Cellule de complementation selon la revendication 24, caracterisee en ce que 
ladite seconde cassette d'expression est une cassette d'expression des sequences 
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codant pour les cadres de lecture ouverts 6 et 7 (ORFs 6/7) de la region E4 d'un 
adenovirus, 

26. Cellule de complementation selon Tune des revendications 18 a 23 pour la 
5 complementation d'un vecteur adenoviral defectif pour les fonctions E 1 et E2, 

caracterisee en ce que ladite seconde cassette d'expression est une cassette 
d'expression de tout ou partie de la region E2 d'un adenovirus. 

27. Cellule de complementation selon la revendication 26, caracterisee en ce que 
1 0 ladite seconde cassette d'expression est une cassette d'expression des sequences 

codant pour la proteine DBP (DNA Binding Protein) de la region E2 d'un 
adenovirus. 

28. Cellule de complementation selon la revendication 26, caracterisee en ce que 
1 5 ladite seconde cassette d'expression est une cassette d'expression des sequences 

codant pour un mutant thermosensible de la proteine DBP de la region E2 d'un 
adenovirus. 



29. Cellule de complementation selon Tune des revendications 18 a 28 pour la 
20 complementation d'un vecteur adenoviral defectif pour la fonction El et au 

moins deux autres fonctions adenovirales tardives ou precoces, caracterisee en 
ce qu*elle comprend en outre une troisieme cassette d'expression de tout ou 
partie d'une region tardive ou precoce d'un adenovirus autre que la region El et 
la region adenovirale de la seconde cassette d'expression, placee sous le controle 
25 des elements necessaires a son expression dans ladite cellule de complementation 
et, de preference d'un promoteur tel que defmi a la revendication 5, 6 ou 7. 

30. Cellule de complementation selon la revendication 29 pour la complementation 
d'un vecteur adenoviral defectif pour les fonctions El, E2 et E4, comprenant : 

30 

(i) une premiere cassette d'expression de tout ou partie de la region El 
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d*un adenovirus placee sous le controle des elements necessaires a 
son expression dans ladite cellule de complementation, 

(ii) une seconde cassette d'expression de tout ou partie de la region E4 
5 d'un adenovirus placee sous le controle des elements necessaires a 

son expression dans ladite cellule de complementation, et 

(iii) une troisieme cassette d'expression de tout ou partie de la region E2 
d'un adenovirus placee sous le controle des elements necessaires a 

1 0 son expression dans ladite cellule de complementation, 



lesdits elements de la seconde et/ou de la troisieme cassette d'expression 
comprenant un promoteur muni d'au moins une sequence tet 0 et, plus 
particulierement un promoteur minimal derive du vims CMV (Cytomegalo 
1 5 virus) muni en son extremite 5' de 7 sequences tet 0. 

31. Cellule de complementation selon Tune des revendications 18 a 30, caracterisee 
en ce que le titre en particules virales produit par ladite cellule de 
complementation est superieur a 5x10* pfii (unite formant des plages)/ml. 

20 

32. Cellule de complementation selon I'une des revendications 18 a 31, caracterisee 
en ce que le titre en particules virales produit par ladite cellule de 
complementation est superieur a 1x10*° ifii (unite infectieuse)/ml. 

25 33. Procede de preparation d'une particule virale infectieuse selon la revendication 
16, selon lequel : 



on introduit un vecteur viral selon Tune des revendications 1 a 15 
dans une cellule de complementation capable de complementer en 
trcuis ledit vecteur viral pour obtenir une cellule de complementation 
transfectee ; 
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(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre Texpression des genes viraux 
et la production de ladite particule virale infeclieuse ; et 

5 (iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 

34. Precede selon la revendication 33, caracterise en ce que ledit vecteur viral est 
un vecteur adenoviral et ladite cellule de complementation est selon la 

10 revendication 20. 

35. Precede de preparation d'une panicule adenovirale infectieuse, selon lequel : 

(i) on introduit un vecteur adenoviral dans une cellule de 
1 5 complementation selon Tune des revendications 2 1 a 32, pour obtenir 

une cellule de complementation infectee, 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfe^^^ 
conditions appropriees pour permettre Texpression des genes viraux 

20 et la production de ladite particule virale infectieuse ; et 

(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 



25 36. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur viral selon Tune des 
revendications I a 15, une particule virale infectieuse selon la revendication 16 
ou obtenue en mettant en oeuvre un procede de preparation selon Tune des 
revendications 33 a 35, une cellule bote eucaryote selon la revendication 1 7, une 
cellule de complementation selon I'une des revendications 18 a 32, en association 

30 avec un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 
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37. Usage therapeutique ou prophylactique d'un vecteur viral selon Tune des 
revendications 1 a 15, d'une particule virale infectieuse selon la revendication 16 
ou obtenue en mettant en oeuvre un precede de preparation selon Tune des 
revendications 33 a 35, d'une cellule hole eucaryote selon la revendication 17 ou 

5 d*une cellule de complementation selon Tune des revendications 18 a 32, pour 
la preparation d'un medicament destine au traitement du corps humain ou animal 
par therapie genique. 

38. Usage selon la revendication 37 en association avec un represseur. 

10 
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